













K), bioactive  compounds  and  signaling molecules,  as  short non‐coding RNA,  either  floating  or 
contained in exosomes. Milk compositions and the milk‐derived exosomes’ (EXO) cargo varies in 




Abstract: Recent advances  in  ruminants’ milk‐derived exosomes  (EXO) have  indicated a  role of 
microRNAs (miRNAs) in cell‐to‐cell communication in dairy ruminants. The miRNAs EXO retain 
peculiar mechanisms of uptake from recipient cells, which enables the selective delivery of cargos, 
with  a  specific  regulation  of  target  genes. Although many  studies  have  been published  on  the 






it  difficult  to  routinely  process  a  large  number  of  samples.  The  regulation  of  cell  functions  in 





Prokaryote  and  eukaryote  cells  release  extracellular  vesicles  (EVs)  as  part  of  their  normal 
physiology, and as a result of acquired abnormalities  [1]. The cells of multicellular organisms use 






containing  intraluminal  vesicles  that  can  fuse with  the  cell membrane  and  are  released  into  the 
extracellular  environment. Once  released  into  extracellular  space,  these  nanovesicles  are  termed 
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can  contain many  cell  constituents,  including  nucleic  acids,  such  as messanger  RNA  (mRNA), 
microRNAs  (miRNAs),  ribosomal  RNA  (rRNA),  long  noncoding  RNA  (lncRNA),  transfer  RNA 




various  biological  fluids  such  as  blood,  plasma,  tears,  semen,  saliva,  urine,  cerebrospinal  fluid, 
epididymal fluid, amniotic fluid, tumor ascites, bronchoalveolar lavage fluid, synovial fluid and milk 
[2,10,11]. As result, exosomes are used as biomarkers for the diagnosis of various diseases [1,12,13]. 




Concerning  the  immune  system,  exosome  cargos  allow  the  exchange  of  antigens,  or  major 
histocompatibility  complex–peptide  complexes,  between  antigen‐bearing  cells  and  antigen‐




invasiveness  [16].  Indeed,  exosomes  containing  tumor‐specific  RNAs  and  proteins  are  used  as 
biomarkers  for cancer diagnosis  [10] and, by proteomic analysis, they  indicate whether  the cell of 
origin was epithelial‐like or mesenchymal‐like [1,17]. 
Exosomes can contain higher concentrations of miRNAs compared to the origin cells, indicative 
of  selective  wrapping  [18].  miRNAs  are  a  class  of  single‐stranded  noncoding  RNAs  about  22 
nucleotides  long,  which  induce  post‐transcriptional  gene  silencing  by  binding  the  3′UTR 
(untranslated region) of target genes. They are generated in the cell cytoplasm, by the ribonuclease 
III Dicer,  from nuclear precursor  transcripts.  Subsequently,  they  cause degradation mediated by 
proteins  of  the  Argonaute  family  (Ago),  or  the  translational  repression  of  totally  or  partially 





death, and  regulate  several aspects of health and diseases  [25,26],  fat  storage, hematopoiesis and 
immunity [27]. Authors have reported that miRNAs constitute the majority of the RNA contained in 
these vesicles [2,28,29]. However, the stoichiometry analysis of miRNAs in exosomes, performed by 
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humans  [42]  and  rodents  [43]  also  includes different biologically  active EXO  that  explicate  their 











into  human  colon  cancer  cells  [50],  intestinal  cells  [40],  kidney  cells  and  peripheral  blood 












Similar  to  the  case with milk,  bovine  colostrum  is  rich  in  the  common  and most  abundant 
proteins (caseins, β‐lactoglobulin and α‐lactalbumin), but also  in monocyte differentiation antigen 
CD14  (CD14),  glycosylation‐dependent  cell  adhesion  molecule  1  (GLYCAM1),  xanthine 
dehydrogenase/oxidase  (XDH/XO),  lactadherin  (MFGE8) and  clusterin  (CLU)  [54]. Some of  these 
proteins  are  implied  in  the modulation  of  the  immune  response  of  the  offspring.  Furthermore, 





Because  EXO  show  very  intriguing  aspects,  their  isolation  and  characterization  deserves 
particular attention, since agreed protocols are lacking and different methods, often time‐consuming, 
are used, limiting the possibility of applying them to a large number of samples. 






















of polymeric materials, while  the  latter  aims  to  fractionate  biological  elements  (microorganisms, 
viruses, organelles  and EVs).  In particular, differential UC  and density gradient UC  are  the  two 
preparative election techniques for isolating EXO from milk. The second one gives the purest EXO 
population when compared to the other type of UC, according to Gurunathan et al. [60]. This method 
was  also  supported  by  Hata  et  al.  [61],  who  obtained,  through  sucrose  density‐gradient 




of  the  exosomal  proteins  to  the  physiological  or  pathological  status  of  the  host,  without  any 
involvement or contamination of the other free proteins in milk. On the contrary, Vaswani et al. [63] 
obtained a population of nanovesicles from fresh bovine milk through differential UC, which they 
then  enriched  through  size  exclusion  chromatography  (SEC),  or  filtered  through  a  0.22‐μm 
membrane [48], before the execution of the downstream application. 
2.2. Isoelectric Precipitation 
Milk  contains many proteins  (β‐lactoglobulin,  serum  albumin,  casein,  etc.)  that hinder EXO 
isolation  and  purification.  In  particular,  the  large  quantity  of  caseins, which  are  the major milk 
proteins, accounting for more than 80% of total bovine milk proteins (in contrast to 35% of human 
breast milk proteins [64]), hinders the direct use of conventional methods for the isolation of bovine 
milk  EXO.  As  such,  some  scientists  contrived  a  specific method  for  removing  caseins  through 
isoelectric precipitation (IP). Yamauchi et al. [65] reported that the acidification of defatted bovine 
milk to pH 4.6, by adding HCl 6N, facilitates the precipitation of proteins, and improves the following 
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isolating the EXO from milk, acidification seems to be the most suitable step for removing caseins 
(Table 2). To improve the isolation of EXO from raw milk, recently, Li et al. [68] suggested freezing 


















pellet  has  to  be  suspended  in  a  buffer  (e.g.,  Phosphate‐Buffered  Saline  (PBS)0.1M) when  EXO 
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characterization is performed, but if miRNAs‐derived EXO isolation is required, resuspension in a 
lysis buffer is necessary [69].




AA/UC Method  C/UC Method  UC Method  IP Method  AA Method  UC Method  IP Method 






Distilled water addition  ‐  ‐  ‐  1:1  ‐  ‐  1:1 




































           
X 1 Defatted purchased milk; AA/UC = Acetic acid/ultracentrifugation; C/UC = Centrifugation/ultracentrifugation; UC = Ultracentrifugation; IP = Isoelectric precipitation; 
AA = Acetic acid; RT = room temperature
























magnetic  technique, enriched  for EXO and exosome‐associated proteins,  is at  least  twofold more 
efficient  than  the other methods used.  Immuno‐affinity methods with magnetic beads seem  to be 




















Regarding  the  trapping  of  EXO  on  porous  structures, Wang  et  al.  [76]  devised  a  ciliated 










gold  standard  technique  for  characterizing  exosomes  via  all  their  physical  and  bio‐molecular 
properties. The choice of the characterization protocol relies on sample type, isolation method and 
the application of  isolated exososmes.  In  the case of bovines, different exosomes‐containing body 
fluids have been deeply analyzed, including colostrum and milk [78–82], serum and plasma [78,83–
88], urine [78,89], and saliva [78].Through comparative studies of different bovine biological fluids, a 







to  the  detection  limit  of  flow  cytometers,  which  is  around  100  nm.  This  has  resulted  in  the 
implementation of EXO‐specific protocols, as described in several papers [91–94]. 









is greatly applicable  in  the rapid assessment of EXO size, refractive  index and concentration  [96]. 
NTA detects EXO  in  the 50–250 nm  range  (Figure 2), which overcomes  the detection  limit of FC 
[77,96,99]. 
3.2. Protein‐ and Microscopy‐Based Characterization 
Marker‐based EXO  characterization  is  an  experimental procedure based on  the detection of 









CD63  is  also  one  of  the most used markers,  since  it  is particularly  enriched  in  the  intraluminal 
membrane  of  multivesicular  bodies  [105].  The  detection  of  CD63  by  Western  blotting  and 
immunogold has been extensively used  in bovine EXO  characterization  [65,101,103]. Further,  the 
tetraspanin CD81 is a selective exosomal biomarker in the milk of woman and cows [106]. The heat 
shock  cognate  70‐kDa  protein  (HSC70)  and  heat  shock  60‐kDa  protein  (HSP60)  are  molecular 
chaperones whose enrichment has been observed in the EXO generated by multiple tissues. HSC70 
has  been  shown  to  be  enriched  in  bovine  EXO  following  immunogold  analysis  [101]. HSP60  is 




this  chaperone  another  interesting  biomarker  for  EXO  characterization  [108].  The  minimum 
information required for the study of extracellular vesicles is reported by Théry et al. [6]. 





[109]. Sample preparation and  image acquisition are very  simple, since atomic  force microscopes 




morphology  of  a  single EXO,  and  to  count EXO  in  a  label‐free  and  unbiased  fashion. The  high 











It  has  been  found  that miR‐221  is  expressed  differentially  during mammary  development,  and 
regulates the lipid metabolism of the mammary cells of mice [116]. It has recently been stated that the 









the  development  of  the  host  [27,120–123]. Of  note, miRNAs with  immune‐related  activities  are 
abundant  in breast milk EXO  [124]. Little  information  is available  for  cattle, but a  change  in  the 
composition of  the proteins  [125] and nucleic acids  [126] of EXO occurs during  the  inflammatory 
response to pathogens in the mammary gland. Stressful conditions can modify miRNAs derived from 
milk EXO as well. During the relocation of dairy cows in early lactation, 15 miRNAs were found to 
be differentially  expressed  [101]. Therefore, milk miRNA  profiling  could  be  useful  for  the  early 
diagnosis  of  infections,  and  for monitoring  the  immune  status  of dairy  cows  [27]. According  to 
Munagala et al. [48], a large copy number of genes and miRNAs, related to bovine mammary glands 
and immune function, have been found. Furthermore, miRNAs from EXO have been demonstrated 
to play  a  role  in mouse  thymic  regulatory T  (Treg)  cell differentiation  [38,51,127,128].  In mouse 
models, EXO have anti‐inflammatory power, and  further prevent and decrease  the  symptoms of 
rheumatoid  arthritis  [129].  Moreover,  the  immunomodulatory  activity  of  mice,  after  oral 







methyltransferase  1  [134]  genes  in  humans.  Both  genes  are  involved  in  tumor  development, 
proliferation and metastasis, and are down‐regulated if miR‐148a is up‐regulated, demonstrating that 
this miRNA has a  tumor‐suppressing effect. This  feature has  raised concerns about  the  impact of 
recurrent milk consumption on the epigenetic regulation of the human genome [135,136]. Of note, 
miR‐148a is the one of the most highly expressed miRNAs in bovine and goat milk, before and after 
pasteurization  [41].  Let‐7a  inhibits  Th17  cell  differentiation  through  the  downregulation  of  IL‐6 
secretion [137]. Interestingly, these miRNAs and others that are mostly expressed in milk EXO, are 























186,  miR‐30e‐5p,  miR‐25  and  miR‐16a.  In  particular,  miR‐100  and  miR‐146b  target  mammary 
metabolism through the mTOR signaling pathway, and their differential expression has been related 







traits would  indicate  that  they  could  be useful  as  genomic markers,  and  not  as  just markers  of 
mammary gland function. 
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6. Conclusions 
Exosomes are a distinctive cell‐to‐cell communication mechanism, which can deliver molecules 





upon methodological  procedures  for EXO  isolation,  in  order  to  gain  a  deeper  insight  into  their 
possible application in livestock production sciences. 
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